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$1･オキシトシン(ot)受容体遺伝子(otr)欠損マウスの作製とotr遺伝子欠損マウス､
及びプロスタグランジン受容体遺伝子(〝α )･oI両遺伝子欠損マウスの解析
ト1本研究の背景
1-1-1･オキシトシン(OT)とオキシトシン受容体(OTR)
オキシトシン(0丁)は､下垂体性の全長9アミノ酸の神経ペプチドホルモンで､類似の遺伝子構成･ア
ミノ酸配列をとる下垂体性のバソプレッシン(VP)様環状ペプチドホルモンと同じrm脚由ホルモン
ファミリーに属する｡
打は分娩時の子宮平滑妬､乳汁射出中の乳腺肪上皮細胞の収縮においてのみ働くホルモンであると考
えられていたが･近年､よLJ広範円の生理学的機能(性･母性行臥妃憶､摂食､地溝､配憶､黄体退梅
の綱筋肉千･卵母細胞制札性周期､陰茎勃起､射精､腎廠機能､ナトリウム恒常性)に尉わることが示
唆されることとなった｡
tp遺伝子とα遺伝子のク｡一二ングと解析は1 982-86年にかけてすすみ､ VP/OTの作用部位や働
きに粥しての詳細な解析が進んだ｡マウス肝は第2染色体上にコードされ､その鵬刑Aは約700bp､
OWMのコードするポリペプチドは全長が:lZSa.a.で､シグナルペプチド･ qペプチド(9a.a) ･ニュー
ロフイジン(NP)をそれぞれコードするが､研~ペプチドは前駆体からプロテ7-ゼにより切断､活性型
ペプチドとなる｡ α~遺伝子はexon1-3から構成され､ exonlにqとPP lの-乱exonZとexon3に
残LJのr4日が存在する｡ qとVPはこ個の7ミノ酸耗基が異なるだけであり､ Wもq同様視床下部神
経核の神経内分泌細胞でrQと結合した不活性前駆体として合成され下垂体後葉に蓄えられ分泌されるる｡
α遺伝子はW遺伝子の近傍に存在し､マウスでは2つの遺伝子は3kb離れて発現の方向が向き合うよう
な形でタンデムに並んでいる｡岬遺伝子とα~遺伝子は共通の祖先を持ち､遺伝子重複によって異なる機
能を持つ二つの遺伝子になったと考えられている.
脳ではqは生体の恒常性維持に重要な視床下部の皇傍核および祝索上核付近のニューロンにおいて産
生され･下垂体後葉に蓄えられ分泌される｡他の分泌器官としては乳腺･卵巣幕粒膜細胞･子宮･精巣セ
ルトIJ細胞･胎盤･胎児羊膜･総毛膜･腎臓などの組轍が知られ､胎児の授乳刺激､交尾による子宮への
刺激･分娩によるシグナル､エスト｡ケン･プロゲステロン等の性ステロイドによる発現制御､プロスタ
グランジンF2 a (PGF2 α)との相互作用による発現制御等を受けて分泌が調節されていると考えられて
いる｡
祝床下軌こおけるOT仙レベルは妊娠末期に顕著に増大し､また子宮筋層･乳腺･胎盤･子宮内膜･
繊毛膜一脱落膿層などにおいても打は分娩直前に最大に達する｡この時期にオキシトシン受容体(OTR)
遺伝子も子宮応層や乳腺で発現誘発される｡しかし血中のqはこの間増大を見せず､全身性の内分泌
(endoc血e)様式によって分泌されると考えられてきた打は､実は分娩誘発時に胎盤や子宮で産生され
る打が･末梢組軌こおいて産生細胞近傍の異なる形態の細胞に細胞間液を介して作用する傍分泌
(paracrine)､又はホルモン産生細胞それ自身､または近くの同一形態の細胞へと働きかける自己分泌
(autocrine)によって働いている可能性が示唆されておtJ､近年は子宮内朕で産生されたCWが近傍の子
宮掛こ作用して子宮収縮を､内膜上皮細胞に作用してPGEZ,PGFZ αの合成を統発している可能性が示唆
されるに至っている｡
OTrTfMは妊娠末期から分娩時にかけて顕著な増大を見せるが､血中Cn-は妊娠中も非妊娠時同様非常
に低濃度で存在し､分娩初期から分娩を開始するまでα濃度は増加せず､乳汁射出においてのみ増加を
示したと報告されている｡
ヒトにおいてはqで陣痛誘発を行う掛こ､有効投与Jに大きな個人差が存在し､また同一人に対して
も時によってqの反応性が異なると言うこと(オキシトシン感受性)が報告されている｡この現krまCrr
の効果がその血中濃度に依存しないことを示している｡これに対し､分娩前後でcmの最大括含量は飛
鷹的に増加を見せ､ヒトやウシ.マウス､ラットなどで0777の発現上昇が分娩開始直前に51的なピーク
Bに達する事こと等から､分娩時の子宮GにおけるCmtの所導は様々な種で証明されてきた｡-
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乳腺では乳頭への知覚刺激が求心性に視床下部に入tJ､ 0｢の産生･分泌を促し乳腺上皮を取tJ囲む筋
上皮細胞がその刺激を受けて収縮し射乳が起こると考えられている｡射乳作用が研~の直接作用だけで起
こるのか､あるいはCrが筋上皮細胞ではなく乳腺上皮にも作用を及ぼしているのかについては未だ括輪
を見ていない｡
OrTlui野内の視床下部腹内側部･分界線状床核･小脳言桃･海馬台･海馬･前喚覚核･梨状皮賞･貫桃
核.前位舌下核･迷走神経の背側運動核等あらゆる俄域にその発現が厚められている｡ cmの発現組織の
分布の違いと行動の特異性を示す例として､一夫一婦制をとる平原ハタネズミと一夫多妻制をとる山岳ハ
タネズミで､その母性行動が外側忘桃核におけるqr作用によって規定されているという報告がある.
錐の生殖システムでOrが各器官の鯛節を行っている掛こ.雄においてもOrは多種の器官や付属腺に
影響を与えることが出来ると考えられている｡ cmは精巣の､特にライティッヒ細胞に位置し､ Orがテ
ストステロンの産生を制御していると言われている｡ cmは豚の精巣･精巣上体･構管の平滑砺細胞で､
霊長類では精巣上体･前立腺･尿道球腺のいくらかの肪様細胞で発現している｡
1-1-2._d遺伝子欠損マウス
oTはexonlにコードされておLJ､ exonlを欠失させるH)マウスがNishimoriらによって作製された｡
虞遺伝子欠失マウスは錐雄共に正常の発育をし､杜へテロ接合体･ホモ接合体共に精巣の発達や生殖行動
に全く異常はなく､精子形成も障害されず､生耗能力に開しても正常であった｡ α遺伝子を欠失した雌
ヘテロ接合体､ホモ接合体丙マウスともにやはり正常な出産を含む､正常な雌としての生殖行動･能力を
示し､また卵巣における卵胞発育や黄体形成などの機能や構造に関して何ら異常は兄いだされなかった｡
虞遺伝子欠現雌マウスは正常な雌としての生殖行動と能力を示し､また保育行動や授乳行動に関しても異
常は見られなかったが､唯一正常マウスとは異なLJ研~の欠痕によって射乳が起こらなくなったことによ
り､全ての仔マウスが出産後24時間以内に死亡した｡これよりα遺伝子は射乳においてのみ必要不可欠
な役割を担っているが､その他の機能に関しては少なくともd遺伝子が無くとも全く正常な生殖機能が
推持されることが明らかになった｡この研究結果は噂乳動物の生殖におけるCrとOrTTtの関係を再考させ
るものであるといえる｡
最近の研究で雄のd遺伝子欠損マウスにおいて社会的配憶の能力が失われているという観察が行われ
た｡また､ d遺伝子欠損マウスにおける社会的配憶はAWではなく､打による処矧こよって回復し､こ
の研究で見られた社会的配億の欠軌ま喚球における欠陥ではない事が示され､ d遺伝子特異的なものであ
ると報告されている｡
1-ト3.プロスタグランジン(PG)とプロスタノイド受容体
プロスタグンジン(PG)は1930年にヒト精液中から子宮収縮物賞として発見された｡ 7ラキドン薮を
前駆体として合成されるプロスタノイドのトロンボキサン(TX)は小胞体に存在するシクロオキシゲナー
ゼ(COX)によってプロスタグランジンH2(PGH2)に変換され次いでエンドベルオキシドにより種々のプ
ロスタノイドが生成される｡はば全身の組域で各細胞に特徴的なプロスタノイドが生成され､多彩な生理
作用を発現している｡
プロスタノイド受容体はいずれもOrTTt同様七回膜貫通領域を有するGプロテイン共役型受容体である｡
FPは細胞内Ca2+動且系に共役して細胞内に情報が伝達される｡この分類は平滑筋に対する機能の面か
らも弛摸､収縮及び弛横の抑制を起こす受容体に対応している｡ 1 991年頃からTXAZ,PGE2,PGFZ a ,
pGlZ,PGD2受容体(TP,EP,FP,lP,DP)cDNAがクローニングされサブタイプやアイソフォームの存在が
明らかになり､プロスタノイドの多様な作用の発現機構が解明されつつある｡
生殖内分泌の分野においては､ FGは黄体機能の粥節･ゴナドトロピン分泌･排卵現象･月経･卵管運
動･分娩などに関与している｡特に生殖生理に関わると考えられているものとして､ FPがあげられる｡
FG合成辞無として働くシクロオキシゲナ-ゼ(COX)l (102), lLの遺伝子欠現マウスの括黒が報告され
その生体内における生殖に関わる役割が解明されてきた. cox-l遺伝子欠楓マウスの交配実射こおいて雌
雄共にホモ捷合体の組み合わせの時特に死産が多くなると言う報告がなされ､ COM lを介して産生された
FGが正常な出産の為に母体･胎児共に必須であることが示唆された｡
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α~との関連で特に注目したいものとして､ PGFZ αの受容体であるFPがある｡ in vivoでヒト妊娠子宮
GにPGE2,PGFZ aを作用させると妊娠時期に関わらず塵単性の収縮が起こtJ､人工的に流産を柄発する
ことが報告されていることや､分娩時の子宮口関大と共に血液･羊水･尿中にPGEZ,PGFZ a並びにその
代謝物が急激に増大する事が示されておLJ ､その分娩への関与が示唆されてきた｡陣痛発作に遅れて血中
PGF2 aレベルが上昇するなど､ l唱は分娩の所発因子として作用しているのではなくて加速国子として作
用しているのではないかと考えられてきた｡ FP遺伝子欠換マウスではホモ接合体は雌雄共に正常に生育
し.その発情周期や妊娠は正常であるが､盲然分娩できないという興味ある知見が得られている｡自然分
娩出来ない理由として妊娠末期に血清プロゲステロン値が高値で､そのためCrRの発現携導が起こらな
いことに起因することが明らかにされ､実際妊娠19 E]目にプロゲステロンレベルを強制的に下げるため
に卵巣を摘出するとOTRの発現に続いて.自然分娩が併発されたと報告している｡これらの結果からマ
ウスにおいてはPGF2 αによる妊娠黄体の退楯がCrの作用の上流にあLJ､ PGFZ α自身は子宮筋の収縮に
は必須では無いと結論づけられた｡ FP遺伝子は卵巣黄体における発現が強く､ PGF2 aの投与実験におい
て黄体退緒が携導されたことなどから黄体退楯の過程にPGF2 aが関与していることは以前から示唆され
ておりこの結果に一致すると考えられる｡
興味深い報告として､前述のcoxII遺伝子欠損マウスとロ｢遺伝子欠損マウスの交配によLJ得られたダ
ブルノックアウトマウス(1 1 0)に関する研究がある｡ cox-1遺伝子欠漫マウスでは上妃のように分娩の
遅れによる死産が見られたが､驚くべき事にd遺伝子とのダブルノックアウトマウスにおいてはば遺伝
子欠浪マウス同様に乳汁射出枚能においては損なわれf:ままであったものの､正常な出産が回復された｡
1-1-4.本研究の目的
d遺伝子欠構マウスの解析では乳汁射出のみに異常をきたし､他機能には何ら影響がないという予想外
の括黒をもたらした｡ Cr同様に子宮収縮の役割を担うとされるホルモン､プロスタグランジンF2 aの受
容体(FP)の遺伝子欠損マウスでは通常出産時と異なLJ､黄体縮小･プロゲステロンの産生低下･ 0777の
発現上昇等が見られず､出産が誘起されず胎児は死亡吸収されると報告され､出産開始に少なくともm
が必須である事を示唆した｡更に､ Orと括抗的な働きをするプロゲステロンがステロイドホルモンであ
るにも関わらず､朕結合型受容体のmに結合し､ ql~に対する7ンタゴニストとして働くことが報告さ
れている.これらのことを現明するためには､以前よLJ疑念のあったcmサブタイプの存在､またはOr
機能を補う因子の存在､更には爪がリガンドが無くても働くような新しいタイプの受容体である可能
性等を考えざるを得ない｡このようにOT/OrrTtの機能はリガンドと受容体の機能解析の結果が､別々の方
向を示し､各々異なった生理的機能の媒体となっているような報告の数が増えつつある｡ OrTyOTRの生体
における機能を理解するため我々は受容体のin vjvoにおける生理的機能を明らかにするぺく､分子生物
学的･分子遺伝学的手法を用いてotr遺伝子欠挽マウスを作製する事とした｡我々はバクテリオファージ
のCre-loxPシステムを利用し. otrの組綴特異的な遺伝子欠損と発生の各段階での機能を探るための時
期特異的な遺伝子欠親の誘導という､よtJ精密な方法での本遺伝子機能解析を目持すこととした｡
また､ α~が分娩に必要では無いどころか､むしろ阻害に働いているのではないかという事が示唆され
たのでCn-の機能を考える上でFGとの関連に注目し､我々はCl~とOrTTL FPの機能と相互の機能相関性を
明らかにするため､ d･中のダブルノックアウトマウスを作製した｡
ト2　研究成果
1 -2-1. OTR遺伝子欠損マウス作製
①マウスotr遺伝子ノックインベクターの作製とES細胞の導入によるキメラマウスの作製
otrゲノムに関して､協同研究者の阪大医学部産婦人科(現･大阪成人病センター)の木村正博士よtJ
入ファージベクター(入DASHll)に導入されたotrゲノム二クローンを入手し､その中のotrゲノムひ仏
を分離精製してベクターのpBluescriptSK(-)にサブクローニングした｡これらのロ収よJJ制限辞素地図
-7-
を作製した｡
爪のほとんどをコードするexon3をクーケッチイングするため､ otr遺伝子のexonZ･ 3を
ere-loxPのシステムで欠失させるベクターを構築した｡これらは全1 9段階の形賞転換の操作を経て､
全長18.5kbのノックインベクターとして完成した(図1 )｡
クーゲッテインクベクターひれを積載し､制限酵素消化によって直鎖状にした｡その後ES細胞
(E14TG2a株)に対して､ノックインベクターを導入した｡色々な条件で薬剤選択を行い､得られたコロ
ニーを96穴プレートにピックアップした｡ E14TG2aでは形成されたコロニー捻計446クローンを全て
ピックアップしそのひれを､制限酔兼消化した｡これをサザンプロットハイプリタイゼーションによる
スクリーニングにかけ､候補のクローンに関しては更に詳しい解析を進め相同組み換えの起こったES細
胞クローンを取得した｡ E14TGZaからは相同組み換えを正しく起こしたと考えられるクローン2つ
(OTR-NO.1 78/1 85)を得た｡
マイクロインジェクションによLJ､相同組み換えを正しく起こしたES細胞をマウス腫盤胞に導入し｡
仮親マウス(foster mouse)に移植して出産させてキメラマウスを得た｡ E14TGZa株については
OTR-NO.十85に関しては20回インジェクション操作を行い､ 9匹生まれた内1匹キメラマウスを得､
OTR-NO178に関しては10回インジェクション操作を行って1 1匹産まれたうち4匹のキメラマウスが
得られた｡
これらのキメラマウスのうち1匹だけが生殖細胞系列にES細胞が寄与していた｡生殖細胞系列にES細
胞が寄与したと患われるキメラマウスとC57BL/6｣の間にできたアグーチ色仔マウスの遺伝子型決定を
サザンプロットハイプリタイゼーションで行ったところ､野生型の6.25kbに対し導入された変異遺伝子
(fxotr)が8.48kbを示した事からノックインベクターの導入を確認した(図2)｡これらのマウス
(fxofrマウス)を用いてo打遺伝子の表現型の解析を行うための変異マウスを作製した｡
②　fxo亡J/fxotrマウスの作製と解析
fxotr/fxotrマウスはサザン解析による遺伝子型の決定の結果メンデルの法則に従って(1 7/70≒
1/4)､雌雄共に健康に産まれてくることが分かった｡また､雄fxotr/+マウスはその生殖行動において
正常であるが､雌fxotr/+マウスにおいては初産の仔数が1 -6匹程度と少なく､ neonatal death (生後
の仔マウスにおける死)が出産時の半分以上と多くみられた｡生後の仔マウスの死亡率に関しては初産以
降も雌親個体によっては高いものであったが､全ての子マウスが生存した個体も存在した｡また､死んで
しまった仔マウスの遺伝子型を決定したが､遺伝子型に特異性はないようであtJ､ pnmの遺伝子型に
よる表現型である可能性は低いと患われた｡この原田は母鵬マウスに於けるHryfnrTWPhysm-'による可能
性が考えられるが､遺伝子発現のレベルを定量するなど今後詳しく調べる必要がある.また､妊娠･分娩･
初産以拝の出産仔数等に目立った異常は見られなかった.
fxotr/fxotr故の生殖能力･性行動等には異常は見られなかった｡雌fxotr/fxotrではリガンドのα
遺伝子欠現マウスと同様乳汁射出に異常が見られFXtmは出産日に無事に産まれてくるが､出産後3
6時間以内に死亡する｡死に至った町野Yの胃にはミルクが少量入っているだけであLJ､十分な乳汁摂
取が出来ていない事が観察できた(図2 )｡雌親の授乳行動や保育行動は正常のようであり､雌親の乳汁
射出機能不全によるprqeryの死と考えられた｡
⑨　orr-/-マウスの作製と解析
CAG-creトランスジェニックマウスとfxotr/+マウスを交配し､ toxP配列内のnewとexonZ/3の両
方を組み換えによって欠現したotr+/-　マウスを取得することが出来た(図3)｡得られた雌雄otr+/
-マウスを更に交配し､虎雄共に健康なotr- / -マウスを得ることができた.雄otr+ /-マウスを野生型､
またはo打+/-の雌と交配したところ､これらの鮒ま妊娠をすることが出来､その生殖行動等における
異常は政められなかった｡雌otr+ /-マウスに関して野生型と比較してみると､野生型の麟マウスは初産
においても7匹程度の出産を行い､生殖･保育行動も正常で生後に死ぬ仔はほとんどいないが､ otr+/
-マウスでは初産において3匹程度しか産まず､生後の仔マウスの死亡率も高く､出産直後の半分以下に
なる傾向がある｡死仔マウスの遺伝子型を決定したところ､遺伝子型に関係なく死に至るようであった｡
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その仔マウスの死目は乳汁射出機能によるものなのか､ JI親の母性行動によるものなのかは今のところ明
らかではない.現在otr- / -マウスの生殖機能について更に解析をすすめている｡
㊥　平滑拓特異的発現cneによるotr遺伝子欠損マウスの作製
すでに鎗文として発表されている､平滑筋特異的cne(hsm α- ere)トランスジェニックマウスに関し
て子宮･乳腺平滑Gに関しては解析を行っていなかったため､子宮･乳腺組織におけるcneの発現を組織
科学的に解析した｡ Creによる組み換えが起こるとβ一geo遺伝子( β -galactosidase-neomycin
PIOSPhotransferaSe fusion gene)を発現し､ Creモニターマウスとしてよく用いられるノックインマウス
を用いてCreの発現解析を行った｡
bm a- cr7eとβ一geoの丙遺伝子を併せ持った雌の子宮･乳腺全体をβ-galactosidase染色したもの､
また､それらをパラフィン包埋して切片を作製したものの組織を観蕪した｡子宮組轍に関しては全体では
よく染まっていることがわかLJ､ crleの平滑筋特異的発現を確認できた｡乳腺に関しては､出産直前､ま
たは出産直後の乳腺抱擁を採取して組織を観察する予定である｡またotr- / -マウスは健康に産まれる事
実が分かったため､その組轍特異的なotr遺伝子欠損誘導を行うためのマウス作製は､一時停止すること
にした｡
1 -2-2.ot･ fp丙遺伝子二t欠損マウスの解析
①　d･申丙遺伝子二重欠損マウスの作製
京都大学薬学部･杉本博士よtJ入手した申遺伝子変異マウスと研究代表者が作成したd遺伝子欠損マ
ウスを掛け合わせ､ α ･申丙遺伝子二重欠損マウスの作製を行ったところ､二重欠損マウスは外見上健康
であtJ､岬Yの各遺伝子型比率は雌捷共にメンデルの法則に従っていた｡加齢による仔マウスの体重
遷移観察の括果､遺伝子型による成長の違いは見られなかった｡
②　ダブルノックアウトマウスの分娩における表現型
色々な組み合わせで発情期雌マウスと雄マウスを交配し､腔栓確認のできたE]を妊娠0.5日目として､
この日から出産が起こるまで体重の測定を行い､分娩の日を特定し､正常出産の有無を確認した｡ a- /
一･か/一膿マウスではcox-I-/- ･ ot-/ -JBマウスとは異なLJ､正常な分娩は回復せずか/一雌マウス
同掛こ分娩の遅れによって胎仔は死亡した｡また､ a+/- ･申+/一マウスにおいても時々分娩が遅れ､胎
仔が死亡することが観察された｡ a-/- ･中一/一雌マウスを通常の出産日である妊娠19.5日目に帝王切
開したところ､交配したせマウスの表現型に関わらずその新生児は生存しておtJ散は4-8匹程であるこ
とがわかった｡更にそれらの新生仔マウスを里親マウスに育てさせると健康に成長する事が判明し､仔マ
ウスの死は母親の分娩の異常､おそらくその遅れによるものであろうと推定された｡しかし一例のみであ
るが､出産予定E]に帝王切開をすると子宮内で7匹の胎仔が全て死亡している例が観察された｡
これら一連の失政で分娩異常について解析を行ったが､その過程で予想外の表現型が見受けられるよう
になった｡ d遺伝子欠損マウス､申遺伝子欠損マウスでは妊娠における障害は罷められなかったが､
a+/一･か+/- ､ a- / - ･中一/一雌マウスにおいて交配確認数に対する妊娠率が有意に低い傾向を見せる
事が判明した(図4 A)｡
⑨　ダブルノックアウトマウスにおける妊娠率低下メカニズムの解析
妊娠率の低下の原田には､性周期･排卵･受精･着床等に障害がある可能性等が考えられた｡しかし､
本研究における妊娠率低下に関しては帝王切開で多いときには8匹の胎仔が見られた事より排卵致･受精
率･着床率がその原田である可能性は低いと考えられ､性周期の検討を行ったところ､ WTマウス各個体
はほぼ4日ごとで性周期が回っている事が観察されたが､ a+/一･か+/-,a-/-･軒/-マウスにおい
て明らかな性周期の乱れが観察できた.その乱れは個体により様々であり､発情休止期が長く続くものも
いれば発情期が長く続くもの､全体的に各段階が長く続き周期が4日では回っていないもの.更には周期
の順番が全く異なっているもの等､多様に存在した｡このことより､妊娠率低下に性周期が大きく関わっ
ている可能性が示唆できた(図4 ら)｡
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着床については､現段階でd-/一･か/-遺伝子欠楓雌マウスの款が多くないために広環境による着床
串の検討は後に行うこととし､ a- / - ･軒/ -遺伝子欠撮雌マウスを偽妊娠にして野生型マウスの受棟卵
を子宮に移植した｡この括黒は非常にばらつきのあるものとなLJ､明確なデータを示すことは難しい｡野
生型偽妊娠マウスの場合受精卵を10個移植した3回の実験のうち3個が着床した例が2つ､着床しない
例が1つあった.また､ a+/- ･申+/-偽妊娠マウスでは3回のBE行において10個の受梼卵のうも3個
が着床した例が1つ､着床しない例が2つ見られた｡更にd-/-･軒′-偽妊娠マウスの6回の実験に
おいて10個中1つが着床した場合が1例､ 10個の場合が1例､着床しない場合が3例見られた｡
a- / -･軒/一偽妊娠マウスに1 0個移植した受精卵が1 0個とも着床したケースのあることはダブルミュー
タントに着床能力のあることを示す上では特筆すべきことである｡これまでの結果で着床率自体に障害が
ある可能性は少ないと考えている｡
排卵･受精率の障害の可能性とそのメカニズムについては現在解析中である｡
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§ 2. DAX-トCreトランスジェニック(m)マウスの作成
2-1.本研究の背景
我々は噴乳類の生殖器官の分化､生殖細胞の分化と増殖､機能維持について焦点をあてて研究を進め
てきたが･その中でも様々な器官の分化･増殖を制御しているmF-βファミリーに属するBMP4/7の受
容体Alk3､及びその他のTGF-βフアミリ二受容体の生殖腺に於ける機能解析を目的とた研究を行ってい
る｡最初にこの研究の背景となる雄及び雌の生殖器官の発生と生殖細胞の成熟過程について簡単に説明す
る｡
2-1-1.時乳類の発生における生殖巣の分化
典型的な噴乳類であるマウスの生殖腺を例として噴乳類の発生における生殖腺の発達について解説する｡
マウス腫発生に於いては生殖腺原基は泌尿生殖唾起(urQgenltal ridge)とも呼l軌､発生開始後(胎齢)
10.5日申撃に腸間膜両側の腹腔側のわずかな膨らみ(性腺･副腎原基)として認められた後､胎齢11.5
日から胎齢12.5日にさらに発達し生殖隆起と呼ばれるようになる｡一方腔後部腔体外領域の尿膜基部に
出現したマウスの始原生殖細胞(PGC)は7日齢期(原粂期) ､細胞増殖をしながら移動し､ 11日齢ま
でに生殖巣に到着する｡この時点で未だ生殖巣には雌雄差は無いが､胎齢12.5日前後には精巣原基中の
索構造が現われ､卵巣と精巣の原基の形態的な差が経められる｡のちに精細管に分化する精巣原基の精巣
蘇(testicuhrcord)内部には始原生殖細胞が集まり､それらを将来セルトリ細胞になる体細胞が取り囲
む｡精巣索外側の問質細胞からは､ライディッヒ細胞が分化する｡一方､卵巣へ分化する雌性生殖隆起内
部には多数の斑点状の構造(ovigerous cord)が認められるようになる｡
13日齢頃には､雄性生殖隆起に入った始原生殖細胞は前橋原細胞へ､雌性生殖隆起に入った始原生殖
細胞は卵原細胞へと異なる分化を始めるが､始原生殖細胞はすぐに卵母細胞への分化を始めて減数分裂に
入り第1分裂前期で休止する｡出生前には卵母細胞は将来の頬粒層細胞(granulosacell)に取り囲まれ
卵胞構造を形成し､出生後1-2週齢にかけて卵胞構造は急速に増大し､卵胞の周囲に卵胞膜細胞(them
celDが発達する｡性成熟後は卵母細胞はg胞の成熟に沿って成熟卵子へ成長し減数分裂の後排卵される｡
一方､前清原細胞は胎齢13日齢頃から一旦体細胞分裂停止期に入り､出生後精子形成の幹細胞として再
び有糸細胞分裂を再開して精母細胞を作り､減数分裂の後精子形成へと進む｡一方､雌マウス卵巣では､
卵母細胞は頼粒膜細胞に取り囲まれた卵胞を形成して成熟し､やがて成熟胞状卵胞が破れて排卵に至る｡
この卵胞成熟過程において､頼粒膜細胞と卵母細胞は互いに密接に影響しあいながら､卵母細胞の成熟と
頼粒膜細胞の増殖･分化を制御･誘導していることが知られており､また排卵後卵胞に残った頼粒膜細胞
は黄体を形成し､受精が成立した場合にはプロゲステロンを分泌して妊娠状態を維持し､排卵を抑制する
事が知られている｡この頼粒膜細胞と卵母細胞の関係は細胞間のコミュニケーションのモデルとして極め
て興味深い｡卵母細胞は､頼粒膜細胞のエストラジオール産生を増大させ､またプロゲステロン産生を低
下させる因子を分泌していること､卵母細胞を取り除いた排卵直前の卵胞では､排卵後に必要な粘着性の
ヒアルロン酸の産生が止まること､また培養頼粒膜細胞の増殖は卵母細胞を取り除くと著しく低下するこ
となど､頼粒膜細胞が卵母細胞の分化成熟を促進するだけでなく､卵母細胞もまた頼粒膜細胞の増殖と分
化を制御していることが以前から報告･注目されていた｡
2-ト2. Tgfβスーパーファミリーと生殖腺分化･成熟
gdY-9はマウス卵胞で特異的に発現している､トランスフォーミング増殖因子β打GF-β)ス-/トファ
ミリーに属する成長因子であり､新生マウス卵巣および成熟マウスの卵巣の各卵胞において原始卵胞を除
くすべての発達段階の卵胞における卵母細胞での発現が確認されている｡ Dong､ Albertini､ Nishimori
らはgdf-9 (growth and differentiation factor-9)辻伝子を欠損したマウスを作製し解析したが､この
辻伝子をもたないホモ接合体の雄マウスが正常であったのに対し､ gdf-9漣伝子欠損ホモ接合体の雌マ
ウスは不妊であった｡このマウス卵巣の組織学的解析を行ったところ､原始卵胞は形成されているがそれ
以降の卵胞の成熟は停止し､異常な形態を呈して変性してしまうことが明らかとなった｡また､最近
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Gallowayらは同じく卵母細胞特異的に発現しているTGF-βスーパーファミリーメンバーである
BMP-15 (GDF-9B)も､羊において転写皇依存的に排卵効率に関わっていることを示した｡
この他TGF-β､アクチビン､ BMP類､ GDF類など､ TGF-βスーパーファミリーに属する多くの
growth factorは動物の細胞や組織･器官の成長と分化の調節に多岐にわたる作用を及ぼすが､中でも
GDF-9やBMP-15の他､インヒビン､アクチビン､ミュラー管抑制物質(MIS)辻伝子に関して遭伝子
欠損マウスが作興され､その表現型から晴乳動物の生殖器官の分化や生殖細胞の分化と増殖､機能維持な
どに閑し重要な役割を果たすことが示されて嘗た｡またTGF-βス-/トファミリーに属するTGF-βや
アクチビン､ BMP類､ MISなどに関しては対応するリガンドとの特異的な親和性を持つⅡ型レセプター
と､ Ⅱ型レセプターと結合したリガンド複合体と複合体を形成して細胞核へのシグナル伝達に直接関与し
ていると考えられるⅠ型レセプター(ALKト7)などのレセプタータンパク質及びその辻伝子が得られて
いる｡噛乳類の卵巣においてはBMP-2､ 3､ 3B､ 6､ 15のmRNAが検出されており､また1999年には
Shimasakiらがラット卵巣頼粒膜細胞においてBMP｣A/Au3､ BMP-IB/AIR4が発現していることを
示している｡これらの結果は､ BMP､ GDF類とその受容体が卵巣の分化､機能維持に何らかの形で関与
している可能性を示唆しているが､特に､その受容体の実体は未だ全く不明やある｡
2-1-3. Tgfβスーパーファミリー遺伝子のジーンタ-ゲテイング
速伝子機能の個体における役割を明らかにするためには､ジーンタ-ゲテイングにより､辻伝子欠損マ
ウスを作製する方法が有力であるが､ BMP､ BMPレセプターなどの因子は旺発生および成熟マウスのほ
とんどの組織において広く発現し､腔発生初期の形態形成に重要な役割を担っているため､通常の遺伝子
タ-ゲテイング法では腔発生過程で致死となってしまう｡
我々はBMPレセプターを始めとして､噴乳類卵巣の分化および機能維持のために重要であると考えら
れる遺伝子をCre/Jodシステムを用いて卵巣問質細胞特異的にタ-ゲテイングする事を計画し､その第
一段階として卵巣特異的にCreレコンビナ-ゼを発現するトランスジェニック(TG)マウスを作製し､
CFeレコンビナ-ゼの発現組織を解析することを目指した｡
2-1-4.コンディショナルジーンタ-ゲテイング法
マウスでのジーンタ-ゲテイングは､染色体上の特定の遺伝子配列を欠損させたマウスを作製して目的
浪伝子が形態･器官形成などに果たす分子メカニズムを解析する方法として極めて有力な技術である｡し
かし､従来のジーンタ-ゲテイング法による辻伝子欠損マウスでは､卵由来のmRNAやタンパク質の持
ち込みがある発生の極初期を除く全過程で遺伝子欠損の状態となることから､発生の初期に致死となる場
合が多く､その後の発生過程や成獣での遺伝子機能を解析出来ない場合も少なくない｡コンディショナル
ターゲテイング法は辻伝子欠損を特定の時期や特異的組織(細胞)にのみ誘導する方法であり.これらの
問題を解決する事が出来るが､これにはバクテリオファージPl由来のCreレコンビナ-ゼが109配列特
異的に組み替えを起こす性質を利用するシステムが現在尤も一般的である｡このCre/lodシステムを用
いて特異的遺伝子組換えを行うためには､ Creレコンビナ-ゼを時期および組織特異的に発現させたマウ
スを作製する必要がある(図5)｡
2-1-5.生殖腺特異的なジーンタ-ゲテイングを誘導するマウスの作製
Creレコンビナ-ゼを卵巣問質細胞特異的に発現させるため､我々はDeLXl (DSS-AliCcriticalregion
on theXchromosome 1)プロモーターを選択した｡ DeLXl遭伝子は遺伝子量依存的に性分化異常を引
き起こす漣伝因子､ dosage-sensitive sex reversal ; DSS､また先天性副腎低形成(adrenal hypoplasia
coI唱enltaAHC)を伴う疾患の原因遺伝子としてⅩp21に兄い出された｡ Swainらはマウス胎児のホール
マウント血sJ'tuハイプリタイゼ-ション解析により､胎齢11.5日の生殖隆起においてDgZXl浪伝子の最
初の発現釈見られることを報告し､またDBLXl遺伝子の上流域llkbをプロモーターとしてIacZレポーター
遺伝子を発現するTGマウスを作製し､胎齢11.5日以降の生殖隆起においてβガラクトシターゼの活性
が検出されることをも報告している｡
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2-2.実験方法と結果
2-2-1･ Dax-1-cre発現ベクターの構築とDax-トαeマウスの作動
我々は前述のマウスDeEXl辻伝子のプロモーター配列llkb (マウスDezxlプロモータープラスミド:
pDRトPl)を京都大学再生医学研究所の中辻憲夫先生より入手し､ pBS185 (GIBCO BRL)より切り
出したcreレコンビナ-ゼ速伝子断片と連結してpDul-creを構築し､楕袈したプラスミドからインサー
ト部分(Dwl-ere)を制限辞素で切り出して､マウス受精卵へマイクロインジェクションした｡注入卵
を偽妊娠マウス卵管へ移植し着床発生させた｡ 1回に平均約80個の受精卵を採取しDeLXl-cle断片をマ
イクロインジェクションした後､毎回約60個の注入卵が生き残った｡これを偽妊娠雌マウス4匹に対し､
各マウスに15個程度移植し､産まれてきた0-5匹の仔マウスの尻尾から抽出したゲノムDNAを鋳型と
したf℃Rにより遺伝子型を判定しDEZXl-cTle断片がゲノムDNAに組み込まれていることを確認した｡合
計50匹以上の仔マウスが得られるまでこの操作を25回繰り返し､うち6匹の血Ⅸlrc把陽性仔マウスが
得られたが･その中で4系統だけが血Ⅸ1-α℃トランスジーンの子孫に受け卿,'れていることを確認でき
た｡
2-212. β-geoブルーマウスによるDwl-ロゼTGマウスの検定
作製した上ねⅩ1-αぜTGマウスにおけるC陀レコンビナ-ゼの発現組織を解析するため､ Creレコンビナ-
ゼを介したDNAの切り出しをモニターするために開発されたマウスβ-geoブルーマウスとかけ合わせ､
産まれた仔マウスの遺伝子型をPCR法により判定した後に､ DgLXl-cre､ β-ge0両陽性の個体に関して
各組織におけるβ-ガラクトシダーゼ活性を検出した｡ β-geDブルーマウスはジーントラップ法によりβ
ガラクトシターゼーネオマイシンリン敢転移辞素フュージョン遺伝子(β-geD)を胎児および生後のマウ
スにおいて各組織で普遍的に発現する辻伝子座のROSA26遺伝子座ノックインにより導入し､ Creレコ
ンビナ-ゼレポーターマウスを作製した｡
2-2-3.マウス各組織におけるβガラクトシダーゼ活性の検出
得られた4系統のDeLXl-cTleTGマウス(Fl) DCl､ DC2､ DC3､ DC4を前述のβ･･官印マウスとかけ
合わせ､産まれた両トランスジーン陽性仔マウスを潜流固定法により固定し､各組織を掃出して凍結切
片を作製しⅩ-galによる染色を行ってβガラクトシダーゼ活性を検出したところ､すべての系統で生後の
マウスの生殖組織問質細胞および副腎においてⅩ一galの染色が観察できた｡卵巣においては頼粒膜細胞お
よび狭膜細胞が､また精巣においてはセルトリ細胞およびライディッヒ細胞が染色された(図6)｡ TGマ
ウスラインDCl､ DC4系統においてはⅩialの染色は卵巣､精巣における問質細胞全件で観察されたが､
DC2､ DC3系統においては一部の細胞のみ染色されている様子が観察された｡また､ DCl､ DC4系統で
は､他の組織での多少のリークが見られたが､ pC2､かC3系統においてはそのような染色は見られなかっ
た｡このような系統によるⅩ一galの染色性の違いは､ Dezxトcreトランスジーンがマウス染色体のどの部
位に導入されたかに依存するCreの発現特異性と発現制御の違いによるものと考えられる｡このような
Creレコンビナ-ゼの発現強度の異る系統は､目的とする辻伝子の機能がその発現主により影響を受ける
場合には返って有用となる可能性もある｡
このように少なくとも生後のDeLXl-cTleTGマウスにおいてDeLXlプロモーターの制御のもとにQleレ
コンビナ-ゼを発現するTGマウスを作製できたことが確認された｡しかし胎児期におけるCreレコンビ
ナ-ゼの発現等についてもさらに解析を進め､どの時期からCreレコンビナ-ゼの発現が始まるのかを調
べる必要がある｡
2-2-4, DeEXl-creTGマウスと叫uk3マウスを用いた生殖腺組織の形態形成解析
今回作製したDwl-αぜTGマウスを用いて生殖組織の形態形成や､機能維持に関わる遺伝子機能につ
いて､ Ⅰ⊥ⅨPによるfbxed型辻伝子ノックインマウスとの組み合わせにより生殖腺問質細胞特異的に遭伝
子を不活性化させその機能を解析していく予定である｡特に､初期歴や器官形成期におけるシグナル伝達
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に重要な役割を果たしているmF-βスーパーファミリー受容体に着目し､腔発生期や成獣マウスに広く
発現しているmF-βスーパーファミリー受容体タンパク質の遭伝子を､生殖腺特異的に不活性化させる
実験を計画･開始している｡ ALK3 (仏型BMP受容体)はマウスでの組織特異的辻伝子欠損誘導法等に
より､旺発生時の中腔葉形成誘導能の他に､眼球形成､骨形成､歯根形成､心臓形成､左右軸形成､神経
細胞過形成の抑制等極めて多面的な機能を持つことが明らかに成りつつあるが､ラットにおいては生殖腺
問質細胞において特異的に発現していることが報告されており､卵巣の分化､機能維持に何らかの形で関
与していることが強く示唆されている｡既に我々はアメリカNIEHS (Nationallnstitute of
Environmental Health Sciences)のMishina博士より入手したfloxed ALK3 (血Am)マウスと､今回
作製したDELXjトcJぜTGマウスの交配を開始した｡ DeLXl-creによる生殖腺特異的にAuく3の不活性化を誘
導するこの実験により､生殖腺におけるALK3の機能を解析することができる｡また､卵巣に発現が見ら
れ.何らかの機能が予想されるが､コンベンショナルな(通常の)ジーンタ-ゲテイングを行った場合腔
性致死となるような他のALKs (ALK4､ 7など)に関しても同様に生殖腺特異的な不活性化を誘導する
為のマウスを作製し､それらのマウスを用いてこれら辻伝子の生殖腺における機能を順次解析していく計
画である.,
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§3. MTA-1遺伝子の機能解明
3-1
Wml(metastasis ass∝iated gene 1)は､ rat乳癌細胞の中で高浸潤性のsub strainと､転移能を失っ
たsubstrainのディファレンシャルスクリーニングによって得られた新規のタンパク質をコードする辻伝
子であり､癌の浸潤･転移､および増殖なぞとの関連や､その局在からヒストンデアセチラーゼ活性､ク
ロマチンのリモデリングなどとの興味深い関係が予想されている｡
我々は､生殖関連組織(乳腺･卵巣･子宮)由来の癌での発現昂進が報告されているMTAl分子の､
細胞に於ける機能解明のための研究を進め､ MTAlの核局在およびGATAエンハンサーエレメント依存的
な転写活性化能などを明らかにしてきた｡その為･ant卜hqml-antisense RNA発現ベクター(p a
hMTA)をMTAl高発現細胞株であるMDA一MB-231に導入した安定形質導入株を樹立した｡この細胞
株のなかでMTAl発現が著しく低下したクローンを選び､ GATAエレメント依存的な転写活性化能､浸
潤儲･およびサイトカインまたはアポ.ト-シス関連遺伝子などの発現状態などについて検討した｡
3-2.
MTAl高発現乳癌細胞(MDA一MB-231)に対しpαhMmを導入して得た細胞株のMTAl発現量は､
野性型(wt)と比べ大きく減少していた.次にMTAl発現低下の著しい細胞株におけるGATAエレメン
ト依存的な転写活性化能を調べたところ､ wtMDA-MB1231株に比べ大きな減少は見られなかった｡こ
の結果は･安定形質導入株におけるml/GATAエレメント依存性の転写活性化についての何らかの代
償機構の存在が予想された｡一方･同細胞株の癌転移性試験を行ったところ､ wtに比べ浸潤能が有意に
低下していることが明らかとなった.また､マクロgeneamyを用いて多くのサイトカインまたはアポ
トーシス関連漣伝子の発現を調べたところ､複数の興味深い遺伝子においてwtに比べ減少していること
が判った｡本研究により､ MTAl辻伝子の発現レベルと癌細胞の浸潤能増加･悪性化との間に強い相関性
があることが初めて示された｡
-15-
ヽヽ
>∝002
HIFXJ.JH　≡FXJ. JH
｣○lUO>
u!quouq･tJトOPueauO6J700SnO∈-○∽dt2∈uO!P!JlS0∝
書-襲撃　･LJVLB輔雪
(NB])
｡岬妄心蝿町?岬嶋Paq!岬7日J芸事十コ墓匡
I/･P′QP?j=M9iJ鞘りJ小Tgt71n小口J柾円盤肝心鍵準･l畢f室町宅や蓋?岬7日J世13:jd,;J夢垂U東一等Et]e柾目J
荒肝e岬7吉日.?jn刷りー鮮mEa覇J匝β湘軍E]e
馬曾q甘燈eE]望q烏q.?j恥･1sq?り小虻蓋RJEJ地盤笥fJY小レ当′ヒqSFりJ零墨-外書IP･
=jC･掌りJ蛮習川J卓-･
adAtouaLJd.U
一】事トJeqoJd.C
ト　ト
二　　十　　　　　十
○○u
■一-.ト
oqoJd.S
[=ぼ仙
…Hu
｢~｣l/¶H⑨⑨　⑨
逮-
t])嶋剛.9-_　lqN等･8｣蓼雷I　●
eqoJd.c
l
亀電撃'(aqoJd.M＼a∈Ou96
palSa6!plUeS)10Igl!e1トg
⑨⑨
⑨
(ヒ己
･=..　.
空尉e増輩巾坦憎や7日JuO!teu!q∈OUaJSnO6olO∈OuOV
副群僻?副生Q)Y小L40q
(e区)
.?jn′毒川J範りJ山琶亭十コ恥･葦川等占〇･
｡二Ej二1恥P鮎棚田へ舶fJ岳賢川J1二C,り)雪.?jn嶋Ub召還川一苧･＼⊥〇･
ad^touaLJd.3
qNSO.寸⊥I　　●　lqNmN･9-育弘雷一雷　雷量
ノ
義.
ン×きマ･Y牽(aqoLd.M＼a∈Oua6
patsa6!pIUeS)10一gI!e1.a
qトJ
aqOJLd.C
■■
一一-.ト
oqoJd.S
[
▼
(tJ!q30ud
jI
⑧⑧　⑧
｡gR｡
eqoJd.c
l
qlnL
⑨
③
⑨
一F己
aua6tJJD
qy樹e蛸輩巾嘩個
や7日JY延命惑aJUe潜uO!teu!q∈OUaJSnO6010∈Ou.V
副群僻?副生eY小2i･/P
^t2凸
CL NL tL OL　6　9　ト　9　の　寸　e ～ L
亡】　　:≡　　　　　　　LJJ i
^?凸
et NL Lt Ot　6　9　ト
q>
LE)
∈ぎi
二i二
日ロ
▼■■■■
(
寸
区ヽ
_..■l
⊂】　　≡　　　　　　　uJ EL
｣pJJ･]⊥o
eo!u･JA･･]･)oput2･Jdy
_〓7　-‡　_ド
I主IJ+-0
(｢9rlm卜SO)1^
･[+)o(_LJVtu!POJuaSqOaP^OSnOJtSaaLJ〓OuOS!Jed∈00.m
IJ+dy-]土0.P
FI
IFIdy-王OJq
(%)
uo!l!JnUt2d 10 al以叫⊥
ao!Lulut2tn∈ul^Dueu68JdlO^DuOP藍eeu1.V
ou!uluelh∈olqnOPdw-olO∽Odhouo£do工.L
aSt?u!qLuOUaJIaJU^quO!)I?u!q∈OUaJU写Padsa}!S
I-
｢TijjJrfL
aSnOLullnPV
G音
頭inj
㊨:～JaIeuOJdiif, i
＼bary (WT/βgeO)
一◆J=
.薄,∴;:I.i･･
ヽ一●
l)ヽ
r･,>
lL領～; i- lt
ヽ､　　_ 'Lt:
＼､
. .' ).
了転二暴　言●
]　′
ヽ.
L､1 I
Ovary (DAD( 1 {re/βgeO)
Testis (WT/β-geo)
Testis (DAD(l ire/β-geo) ′
(図6) WTマウス及びDAX1 -Creマウスをブルーマウスと掛け合わせた
pogenyの生殖腺におけるβガラクトシダーゼの発現
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